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Beschreibung 



Die Erfindung be.rifftein Verfahren und eine Vornchiung 
Ruoreszenzkorrela.ionsspek.roskopie. msbesondere zur 
Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspekurc^kopte ^be:dem 
Lichtstrahlen in einem .ransparen.en Medium rokuss.ert 

^BeTder Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektrosko- 
pie (FCS) werden molekulare Wechselwirkungen unter- 
sucht. indent man zwei Reaktionspartner mit untersch.edl.- 10 
chen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und sie in erne m flus- 
s.g "n. .ransparen.en Medium frei diffundieren laBt. Die Re- 
aktionspartner erzeugen bei der Diffusion durch den Fokus 
Ruktuationen der Ruoreszenzin.ensitat. die .rut einer kon- 
fokalen Optik deiektiert werden konnen. Detekt.ert man is 
Uberwiegend korrelierte Intensitatsfluktuauonen zwischen 
den Emmissionswellenlangen der beiden Huorophore o 
deutet dies auf eine Komplexbildung zwischen den beiden 

Partnern hin. ... , , n 

Weeen der unterschiedlichen Anregungswellenlangen der -0 
Ruorophore mussen zwei LaserweUenlangen verwendet 
werden die auf ein identisches. moglichst kle.nes Volumen 
in der Probe fokussiert werden. Hierzu werden in der Kegel 
Mikroskopobjeklive mit hoher numerischer Apertur. d. h. 
groBem Offnungswinkel verwendet. urn einerse.ts e men -5 
moglichst kleinen Fokus zu erzielen und andererse,ts einen 
moglichst grolJen Teil des emittierten Lichts e.nzusammeln 
undaufdemDetektorabzubilden. 

Bei den verfugbaren Objektiven nut hoher numenscher 
Apertur ist es jedoch nicht moglich. die Brennpunkte tur die » 
unterschiedlichen Wellenlangen vollstandig zur De'kung z"i 
bringen. Obwohl die Objektive hoch optmuert s.nd ist dies 
aufgrund der chromatischen Fehler nicht fiir a le Wellenlan- 
gen gleichzeitig moglich. Die bekannten Objektive s.nd da- 
her fur die Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelationsspektrosko- 35 

pie nicht brauchbar. ~ • , i;„„, 

Ein weiterer Nachteil der verfugbaren Objektive hegt 
darin daB ein optimaler. beugungsbegrenzter Fokus nur ge- 
wahrleistet ist, wenn der Brechungsindex des Versions- 
mediums und der Probelosung den. Wert entsprechen. tur 40 
den das Objektiv oplimiert wurde. Da die Ruoreszenzkorre- 
lationsspektroskopie sehr empfindlich auf Anderungen des 
Fokusvolumens reagiert. kann eine Anderung des Bre- 
chungsindex die Ergebnisse stark beeintrachugen. Ursachen 
fur die Anderungen des Brechungsindex sind zurn Beisp.el 45 
Temperaturanderung der Probe oder im Puffer geloste Salze 
und somit Parameter, die standardmaBig m b.ochemtschen 
Experimen.en variiert werden. Dieses Problem tntt auch 
schon bei der Einfarben-Ruoreszenzkorrelationsspektio- ^ 

^Der Sndung liegt die Aufgabe zugrunde. ein Verfahren 
und cine Vorrichtung zu entwickcln, die die beschncbcncn 
Nachteile nicht aufweisen. 

Diese- Aufgabe wird verfahrensmaBig durch ein gattungs- 
gemaBes Verfahren gelost, bei dem die Lichtstrahlen senk- 55 
recht in das transparente Medium einfallen und erst irmer- 
halb des transparenten Mediums zurn Fokus hin abgelenkt 

We DeT n Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, daB die be- 
kannten Fehler auf der Verwendung von refraktiver Optik 60 
basieren. EinfaUwinkel und Ausfallwinkel an e.ner Grenz- 
flache zwischen zwei Medien sind iiber das Snellius-Gesetz 
durch deren Brechungsindizes miteinander verknuptt. An- 
dem sich die Brechungsindizes aufgrund von Dispersion, 
d h einer Anderung des Brechungsindexes nut der Wellen- 65 
lange. oder durch Verwendung anderer Puffer, so andert sich 
auch der Strahlengang und damit das Fokus volumen. Diese 
Problematik betrifft jeden Strahlengang mit Ausnahme der 



auf die Grenznache senkrecht eintallenden L.chistraMen. 
Nur der auf die Grenznache senkrecht e.nstrahlende L.cto- 
strahl passiert die Grenznache unabhangig von den Bre- 
chungsindizes ohne Ablenkung. 

DiL Erkenntnis fiihrte dazu. daB zur Losung . der Aut- 
gabe in der fokussierenden Anordnung nur reBekuve Opt k 
verwendet wurde. und daB samlliche Lichtstrahlen d.e 
GreTzfltchen zwischen unterschiedlichen optischen Medien 
nur senkrecht durchdringen. # . 

Das beschriebene Verfahren erlaubt sonnt etne e.ntache 
ODtimierung des verwendeten Objektivs und ermoglicht es. 
?LeSle g n mit unterschiedlichen Wellenlangen auf e,n 
identisches, moglichst beugungsbegrenz.es Volumen mner- 
halb der Probe zu fokussieren. 

VorrichtungsmaBig wird die Aufgabe mit emer gattungs- 
geSE^&tai geiast. bei der das ProbegefaB einen 
kussierenden.verspiegeltenBodenaufweist _ 

Diese Vorrich.ung erlaubt es, das ProbegetaB als tokus 
sierendes Element zu verwenden. Die .n das *obegetaB 
parallel eintallenden Lichtstrahlen werden durch desser . Bo- 
den auf einen Punkt fokussiert. Da dieser Punk. ^^erhalb 
des ProbegefaBes liegt. entsteht keine wei.ere Ablenkung , 
de parallel einfallenden Lichtstrahlen an den Grenzflachen 
zwischen zwei Medien. Die Lichtstrahlen mussen nur ein- 
Z tl ftobe gelangen und da hier parallel einfaUende 
Lichtstrahlen verwendet werden. werden diese beim Durch 
S^des Deceases oder des Ubergangs zwischen 
Deckglas und Probefliissigkeit nicht abgelenkt. Wahrend 
der Ablenkung innerhalb der transparenten Probe mussen 
Sne Grenzflihen zwischen unterschiedlichen Medien 
uberwunden werden. „ , 

Eine optimale Bodenform wird dadurch erreicht. daB der 
Boden parabolisch oder leicht elliptisch getonnt ist. 

Urn ein gutes MeBergebnis zu erzielen wird vorgeschla- 
gen daB der Boden auf einen Bruchteil der verwendeten 
Wellenlange genau gefertigt ist. Die hohe, mit der Vorrich- 
tung erzielbare Priizision fordert auch erne genaue Ausb.l- 
dune der verspiegelten Bodenflache. 

Urn eine langfristige Haltbarkeit der Versp.egelung zuge^- 
wahrleisten. wird weiterhin vorgeschlagen. daB der Boden 
mit einer gegenuber iiblichen Pufferlosungen resisten.en 

Schicht verspiegelt ist. «,rrir-h 
Ein AusfUhrungsbeispieldererflndungsgemaBen Vorrich- 
tung in Gegcnuberstcllung zu einer bckannten Vorncbtung 
ist in derZeichnung dargestellt und wird im folgenden naher 
erlautert. 

FiB^l^eine schematische Darstellung einer bekannten 
Vorrichtung zur Mehrfarben-Fluoreszenzkorrelahonsspek- 

troskopie und . 

Fin -» eine schematische DarsteUung einer erflndungsge- 
maBen Vorrichtung zur Mchrfarben-Ruorcszcnzkorrelati- 

0n Die e i : n r S! P rgezeigte Vorrichtung 1 aus dem Stand der 
Technik besteht aus einer Kuvette 2. die auf einem Deckglas 
3 steht und in der sich die Probe 4 in Pufferlosung befindet_ 
Unterhalb des Deckglases 3 befindet sich die letzte Linse 5 
eines Objektives und zwischen dieser letzten Linse 5 und 
dem Deckglas 3 befindet sich Immersionsflussigkett 6 

Parallele Lichtstrahlen 7, 8. 9. 10 gelangen somit durch 
das Objektiv S in die Immersionsflussigkeit 6 und gehen 
weiter durch das Deckglas 3 in die in der Kuvette 2 befindu- 
che Pufferlosung 4. wo sie sich in einem Fokus 11 bzw. II 

Dte unterschiedlichen Wellenlangen der Lichtstrahlen 7, 
8 bzw 9 10 fuhren dazu, daB die Strahlen an jeder Grenzfla- 
che zwischen zwei Medien unterschiedlich abgelenkt wer- 
den und sich somit in verschiedenen Foki 11 bzw. 12 treften. 
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Um so grbBer der Abstand 13 zwischen dem Fokus 11 und 
deni Fokus 12 ist, um so groBer ist die Beeintrachtigung der 
Messung. 

Die beschriebene Vorrichtung zeigt, daB die Lichtstrahlen 
7. 8, 9, 10 von Lasern niit unterschiedlichen Laserwe lien lan- 5 
gen mehrere Grenzflachen passieren niiissen, bis sie sich in 
einem der Wellenlange des jeweiligen Lichtstrahls entspre- 
chenden Fokus 11 bzw. 12 treffen. Diese Ubergange fiihren 
zu einer starken Beeintrachtigung der Messung. 

Die in Fig. 2 gezeigte Vorrichtung 20 besteht aus einem 10 
Block 21 niit einer planen Oberflache 22 in die eine Vertie- 
fung 23 als ProbegefaB eingearbeitet ist. Dieses ProbegefaB 
hat im Querschnitt die Fomi einer Parabel und eine verspie- 
gelte Bodenflache 24, die als Parabolspiegel wirkt. Dieser 
Parabolspiegel ist so ausgelegt, daB sich der Fokus 25 von 15 
parallel einfallenden Lichtstrahlen innerhalb der Vertiefung 
23 befindet. 

Oberhalb der Vertiefung 23 ist auf die plane Oberflache 
22 des Blocks 21 ein Dec kg las 26 aufgelegt, das die niit 
Probe in Pufferlosung angefullte Vertiefung 23 abdeckt. 20 

Um die Fokussierung im Punkt 25 zu optimieren, ist der 
Boden 24 auf einen Bruchteil der Wellenlangen der verwen- 
deten Lichtstrahlen genau gefertigt und das spiegelnde Ma- 
terial ist so auf die Pufferlosungen abgestimmt, daB eine 
Veranderung des Materials durch die Pufferlosungen oder 25 
die Probe unterbleibt. 

Bei der Verwendung der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
20 wird zunachst die Probe nut einer Pufferlosung in die 
Vertiefung des Blocks 21 gegeben. Die voilstandig gefullte 
Vertiefung 23 wird anschlieBend niit dem Deckglas 26 abge- 30 
deckt. Dies hat zur Folge, daB parallel einfallende Licht- 
strahlen 27, 28, 29, 30, 31, 32 senkrecht die Oberflache des 
Deckglases durchdringen, in die in der Vertiefung 23 ange- 
ordnete Probe eindringen und durch die Probe hindurch bis 
auf die Bodenflache 24 gelangen. Da der Lichtstrahl bis hier 35 
jede Grenzflache zwischen zwei Medien (Luft/Deckglas) 
und (Deckglas/Probe) senkrecht schneidet, wird er nicht ab- 
gelenkt. Erst nach Auftreffen auf die verspiegelte Bodenfla- 
che 24 innerhalb der Probefliissigkeit werden die Lichtstrah- 
len 27 bis 32 zum Fokus 25 hin abgelenkt. Da diese Retlek- 40 
tion an der Bodenflache 24 unabhangig von der Wellenlange 
des verwendeten Lichts ist, treffen sich alle Lichtstrahlen 27 
bis 32 im Fokus 25, auch wenn die Lichtstrahlen 27 bis 32 
verschicdene Wellenlangen aufwcisen. 

Die Vorrichtung hat somit den Vorteil, daB der parabo- 45 
lisch oder leicht elliptisch geschliffene Spiegel als fokussie- 
rendes Element und gleichzeitig als Aufnahme fiir die Probe 
dient und somit prinzipiell alle Abbildungsfehler eliminiert 
werden. 

50 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Fluoreszenzkorrelationsspektrosko- 
pie, insbesondere zur Mehrfarben-Fluoreszenzkorrela- 
tionsspektroskopie bei dem Lichtstrahlen (27 bis 32) in 55 
einem transparenten Medium fokussiert werden, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Lichtstrahlen (27 bis 
32) annahernd senkrecht in das transparente Medium 
einfailen und erst innerhalb des transparenten Mediums 
zum Fokus (25) hin abgelenkt werden. 60 

2. Vorrichtung zur Fluoreszenzkorrelationsspektro- 
skopie, insbesondere zur Mehrfarben-Fluoreszenzkor- 
relationsspektxoskopie,die ein ProbegefaB (23) auf- 
weist, dadurch gekennzeichnet, daB das ProbegefaB 
(23) einen fokussierenden, verspiegelten Boden (24) 65 
aufweist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das ProbegefaB (23) schalenformig ist 
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und der Fokus (25) innerhalb der Schale liegt. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Boden (24) parabolisch oder 
leicht elliptisch geformt ist. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Boden (24) auf einen 
Bruchteil der verwendeten Wellenlange der Lichtstrah- 
len (27 bis 32) genau gefertigt ist. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Boden (24) mit einer 
gegen ubliche Pufferlosungen resistenten Schicht ver- 
spiegelt ist. 
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